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1 
要  旨  
 
カビ毒はカビの代謝産物であることから，アフラトキシン類やデオキシニバ
レノール（DON）といった広く認知されているものだけではなく，同様の危害
性が知られている類似の化学構造を持つ誘導体が複数存在する。これらの物質
に関する汚染実態の調査報告は少なく，いまだに十分認知されていない複合汚
染のリスクが危惧される。著者は，カビ毒として各国で規制値が設定され，リ
スク管理上特に重要視されているアフラトキシン類および DON について，飼
料又は動物組織を対象として，類縁体を同時に測定できる分析法の開発や測定
試料の適用拡大について研究を行った。さらに，開発した分析法により，DON
の高濃度汚染が危惧されているとうもろこし加工副産物について，トリコテセ
ン類の汚染実態を調査した。  
アフラトキシン類は強い発がん性，急性毒性を有するカビ毒で，肝臓を標的
とすることが知られており，食品の輸入検査において毎年多くの違反事例が発
生している。このアフラトキシン類にはアフラトキシン（AF）B1，B2，G1 およ
び G2 の 4 種類の主要な誘導体があり，国内では飼料，ペットフードが AFB1 で，
食品が 4 種のアフラトキシン類の総量で規制されている。日常的に規制値以下
のアフラトキシン類に汚染された食品や飼料が流通していることから，アフラ
トキシン類の汚染リスクを正確に把握するためには，より高感度なアフラトキ
シン類の分析法が望まれる。そこで，アフラトキシン類に汚染された飼料を摂
取した動物の組織などの検査への適用を想定し，主要誘導体である 4 種のアフ
ラトキシン類だけでなく，AFB1 の代謝産物として知られるアフラトキシン M1
（AFM1）およびアフラトキシコール（AFL）を加えた計 6 物質を測定対象とす
る高感度一斉分析法の構築を試みた。ニジマスの筋肉および肝臓についてこれ
らのアフラトキシン類の濃度をそれぞれ 0.05 μg/kg となるように添加し，開発
した試験法により繰り返し試験を行った。その結果，添加回収率は筋肉，肝臓
ともに 70％以上となり，繰り返し試験の結果から算出した検出限界は，筋肉で
0.002～0.007 μg/kg，肝臓で 0.004～0.012 μg/kg と，高感度で精度，真度ともに
良好な試験法を確立することができた。  
Fusarium 属のカビにより産生され，トリコテセンと呼ばれる共通の化学構造
2 
を有する DON とその類縁体は，吐き気，おう吐，胃腸障害，めまい，下痢，
頭痛などの急性中毒症状を引き起こすことが知られている。これら一群のカビ
毒は複合汚染のリスクが高いことから，本研究では FAO/WHO Joint Expert 
Committee on Food Additives（ JECFA）により暫定耐容一日摂取量（グループ TDI）
が設定された DON，3-アセチルデオキシニバレノール（3AcDON）および 15-
アセチルデオキシニバレノール（15AcDON）を含むトリコテセン類の 7 種の系
統分析法の開発を行った。近年，バイオエタノール生産の副産物で，飼料原料
とされる Distiller's Dried Grains with Solubles（とうもろこし蒸留かす；DDGS）
において DON の高濃縮が問題となっていることを考慮し，試験対象をとうも
ろこし加工副産物およびそれらを配合した飼料とした。この分析法について，
コーングルテンミールに 7 種のトリコテセン類の濃度をそれぞれ 0.5 mg/kg と
なるように添加し，7 回の繰り返し試験を行ったところ，いずれの物質も回収
率が 70～120％の範囲に収まり，相対標準偏差が 10％未満の良好な再現性が得
られた。さらに，本法により，国内で入手した DDGS 27 検体，コーングルテン
フィード 39 検体，コーングルテンミール 36 検体および配合飼料 30 検体につい
てモニタリング調査を行った結果，これらの検体の主要汚染物質は DON，
3AcDON および 15AcDON で，その汚染量は DON が最も高く，ついで 15AcDON，
3AcDON の順であることが明らかとなった。  
つぎに，とうもろこし加工副産物が DON により高濃度に汚染されている現
状を踏まえて，DON 定量用のイムノクロマトキット 2 製品およびエライザキッ
ト 3 製品のとうもろこし加工副産物への応用について検討した。各キットの手
順に従い，とうもろこし加工副産物の測定を行ったところ，イムノクロマトキ
ット 1 製品およびエライザキット 2 製品で明らかに不正確な値が得られた。こ
の要因として，とうもろこし加工副産物は低分子の夾雑物の含有量が高いこと
や，それらの夾雑物の影響で抽出液が酸性に傾くことにより，抽出不足，抗原-
抗体反応の競合，抗体の変性などが生じている可能性が推測された。そこで，
抽出時間を延長する，抽出液を中和するなどの改良を施し，5 つのキットに共
通の抽出方法を構築した。この改良抽出法を用いて，とうもろこし加工品に対
する適用を検証するにあたり，先に収集したとうもろこし加工副産物および配
合飼料を利用することにした。しかしながら，抗原-抗体反応を利用する各キッ
3 
トは，DON と類似した構造を有する他のトリコテセン類を DON と誤認する可
能性が考えられること，これらの検体の大半は DON のみならずそのアセチル
誘導体などの他のトリコテセン類にも汚染されていることから，各キットにつ
いてトリコテセン 6 種類の DON に対する交差反応性を調べ，モニタリングに
より得られたトリコテセン類の測定結果を考慮して，交差反応性の影響が可能
な限り小さく見積もられる検体を選択し，各キットの適用性を検証した。真度
については，コーングルテンミールを用いて DON の繰り返し 7 回の添加回収
試験を行った結果，いずれのキットも回収率が 80～120％の範囲内であった。
さらに，精度については，3 種類のとうもろこし加工副産物および配合飼料に
ついて， 2 種類の濃度で繰り返し 7 回の測定を実施した結果，相対標準偏差
（RSD）の最大は 11.3％であった。以上の結果から，著者の開発した前処理法
を行うことにより，市販の DON 検出キットをとうもろこし加工副産物に適用
できることが確認された。  
4 
第１章  
 
 
 
序 論 
5 
カビ毒は経口摂取により，人または家畜に害を与えるカビの二次代謝産物と
される 1),2 )。Ichinohe は冷夏多雨の異常気象が赤カビ病と深く関わりがあること
を指摘しており，圃場に残された稲切り株に着生したカビの胞子が飛散し，赤
カビ病の発生源になるとも述べている 3)。また，Sunaga は麦類の赤カビ病防除
について，収穫後の適切な乾燥調製の実施に取り組むべきとしている 4)。さら
に，Tsuruta は貯蔵穀類のカビ毒被害は，穀類の水分活性と貯蔵温湿度が大きく
影響することを報告しており 5)，Teller らはとうもろこし粒に物理的損傷があ
ると，保管されているサイレージのカビ毒汚染のリスクが高まると述べている
6)。このように，栽培から移送・保管までの全工程で適切な管理が施されてい
ないと，農産物にカビが増殖し，カビ毒を多量に産生してしまう。農林水産省
では麦類のデオキシニバレノール・ニバレノール汚染低減のための指針により，
生産から消費までの適切な管理（フードチェーンアプローチ）が重要としてお
り，この管理体制を維持するためには常に汚染状況を把握することが必要で，
そのための検査を推奨している 7)。Tabata はリンゴのパツリン汚染について，
外皮の損傷からパツリン産生菌が侵入し，その傷がわずかなものであっても高
濃度の汚染を引き起こすことがあることを報告している 8)。また，Yamamoto
は食品の微生物汚染の分布が不均一であることは過去の食品中毒事件でも明ら
かであるとし，落花生やツリーナッツのサンプリング方法を検証している 9)。
このようにカビ毒は産生カビの汚染部位に偏在していることから，カビ毒の汚
染実態を適切に把握するためには，ある程度まとまった数の検査を実施しなけ
ればならない。さらに，Yoshizawa は過去に国内で起こった赤カビ中毒事例が，
デオキシニバレノールおよびニバレノール以外のカビ毒も関係していることを
示唆しており 10)，ある種のカビ毒が検出された検体は他のカビ毒にも汚染され
ている可能性が高いことから，近年では一度の分析により多くのカビ毒を測定
することが要求される。  
食品や飼料への汚染が懸念されるカビ毒のうち，アフラトキシン類は非常に
発がん性が強いため 11），その汚染を低レベルに管理することが重要である。国
内においてアフラトキシン類は，飼料ではアフラトキシン B1（AFB1）について
幼畜および乳用牛用で 0.01 mg/kg，その他の畜種用で 0.02 mg/kg を，食品では
AFB1 に加え B2，G1 および G2 の 4 種類の総量で 10 μg/kg を超えて含有しては
6 
ならないとされている。これら代表的な 4 種類に加えて，最も毒性・発がん性
が強く，汚染濃度が高い AFB1 の代謝産物のうち，Galvano らの調査で乳から最
大 23.5 ng/L 検出されているアフラトキシン M1（AFM1）は
12)汚染リスクが憂
慮されている。また，アフラトキシコール（AFL）は Toledo ら，Troxel らおよ
び Loveland らの研究で，魚類の AFB1 の代謝産物として報告されていることか
ら 13)-15)，アフラトキシン類に汚染された飼料を給餌された畜水産物を通じて
ヒトが微量に摂取している懸念がある。アフラトキシンの類縁体は IRAC でグ
ループ 1（発がん性がある）または 2A（おそらく発がん性がある）と評価され
ており，遺伝毒性を有する発癌物質群であることから，無毒性量（NOAEL）を
設定できないとされる 16)。そのためアフラトキシン類の毒性評価は，アフラト
キシン類の推定摂取量を，食品の汚染量調査と摂取量調査の結果から算出して
おり，汚染量調査に用いられる分析法はできるだけ高感度であることが望まし
い。さらに，近年では食品安全委員会において，食品中のアフラトキシン M1
およびその汚染源である飼料中のアフラトキシン B1 の評価が進められており，
将来的には主要なアフラトキシン類 4 種だけでなく，代謝産物を含めてアフラ
トキシン類を網羅的に測定することができる試験法のニーズが高まるものと考
えられる。  
デオキシニバレノール（DON）は胃腸管上部の損傷，悪心，嘔吐下痢を伴っ
た急性胃腸炎，白血球数の急激な減少，めまい，頭痛，動悸などの神経症状，
皮膚の出血といった急性中毒症状を引き起こす麦類で特に懸念されるカビ毒で
あるが，Tanaka や Morozumi らの調査ではとうもろこしでの汚染も確認されて
いる 17) ,18 )。近年では，Kim らが 2008 年にとうもろこし胚芽の約 2 倍の高タン
パク質の特性を有する Distiller's Dried Grains with Solubles（とうもろこし蒸留
かす；DDGS）について報告しており 19)，それ以降 DDGS が飼料に配合される
ようになった。一方で Zhang らは，DDGS では原料のトウモロコシと比べ，DON
が約 3 倍に濃縮していることを報告しており 20)，DDGS の普及とともに DDGS
における DON の高濃度汚染が問題となっている。食品では FAO/WHO Joint 
Expert Committee on Food Additives（ JECFA）により DON の類縁体である 3-ア
セチルデオキシニバレノール（3AcDON）および 15-アセチルデオキシニバレノ
ール（15AcDON）の毒性が DON にほぼ匹敵するとされ，DON ならびに 3 およ
7 
び 15AcDON の合量で暫定耐容一日摂取量（グループ TDI）が設定された 21)。
DON と共通化学構造を有するトリコテセン類の一斉分析や汚染事態調査の報
告は多数存在するものの，DDGS について DON の汚染調査を実施した研究は
Zhang らの報告 20) ,22 )があるだけで，DON のアセチル誘導体汚染を調査した研
究や，コーングルテンミールおよびコーングルテンフィードといった DDGS 以
外のとうもろこし加工副産物についてトリコテセン類の汚染量を調査した研究
はなく，とうもろこし加工副産物のトリコテセン類汚染の実態把握は飼料にお
ける重要な課題の一つといえる。  
DDGS のように DON の汚染リスクが高い検体では，汚染状況を把握するため
に必要とされる検査点数が多くなり，試験期間の短縮，分析コストの軽減が求
められる。そのため，ガスクロマトグラフや高速液体クロマトグラフなどを用
いた高精度の機器分析による検査だけではなく，分析キットによる簡易スクリ
ーニング測定のニーズが増す。しかしながら，Lupo らが Neogen 社製の Veratox 
DON キットが小麦，とうもろこし，大麦および米に対して高い正確さおよび再
現性を有することを報告している 23)ように，市販の DON 検出キットは主に小
麦などの穀物や小麦粉のような簡易な加工品，配合飼料を対象としており，
DDGS などのとうもろこし加工品に対する応用までは示されておらず，これら
のキットが適用対象を穀類などの農産物や配合飼料などの簡易な加工品に限定
していることが，広く用いられることへの妨げとなっている。さらに，これら
のキットは市販品であるがゆえにそれぞれ仕様が異なり，複数のキットを対象
とした研究は，5 種類のキット製品について総アフラトシキンの規格基準判定
への適用を調査した Sugita らの研究 24)と，DON 検査用キット 4 製品について
10 種類のフザリウム毒素の DON との交差反応性を評価した Tangni らの研究 25)
が報告されているだけで，DON 検出用市販キットのとうもろこし加工副産物へ
適用については検証されていない。  
著者はこれらのカビ毒に関する課題を鑑み，アフラトキシン類の高感度一斉
分析法およびトリコテセン類の系統分析法の開発を試みた。さらに，このトリ
コテセン類の系統分析法により，DDGS，コーングルテンミール，コーングル
テンフィードといったとうもろこし加工副産物およびこれらを配合した飼料に
ついて，これまで報告されていない DON のアセチル誘導体を含むトリコテセ
8 
ン類の汚染実態を調査した。また，5 種類の市販 DON 測定用キットについて，
前処理法の改良を検討し，とうもろこし加工副産物およびそれらを配合した飼
料に対する適用性を検証した。  
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第２章 
 
 
 
ニジマスの筋肉および肝臓中の 
6 種のアフラトキシン類の高感度分析法 
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１）緒 言 
 
Aspergillus 属 の 一 部 の カ ビ が 産 生 す る ア フ ラ ト キ シ ン 類 は ， IARC
（ International Agency for Research on Cancer）により，グループ 1（発がん性が
ある）またはグループ 2A（恐らく発がん性がある）とされる自然界に存在する
強力な発がん性物質群として知られているだけでなく，ケニヤでは 125 名以上
のヒトの死亡が Lewis らにより報告される 26)ほどの強い急性毒性を有している。
わが国では，食品についてアフラトキシン（AF）B1，B2，G1 および G2 の総量
で 10 μg/kg を超えて含有してはならないとされているが，Utsumi は平成 21 年
度 1 年間の輸入検査で，とうもろこしなどの 14 種類の農作物で 100 件以上のア
フラトキシン類の違反があることを報告しており 27)，小西らは，落花生などの
種実類，はと麦などの穀類，香辛料類などの国内流通品が基準値以下のアフラ
トキシン類に汚染されていると述べている 28)。このような背景からは，ヒトが
日常的に規制値以下の低レベルでアフラトキシン類に汚染された農作物を摂取
していると考えられ，さらに農作物と同様にアフラトキシン類に汚染した飼料
が家畜に給与された結果，ヒトがアフラトキシン類に汚染された蓄水産物を間
接的に摂取している可能性も示唆される。アフラトキシン類は遺伝毒性発がん
物質であることから，無毒性量（NOAEL）を設定できないとされており 16)，規
制値以下の低レベルでのアフラトキシン類の汚染実態を把握し，暴露マージン
を詳細に調べるためには高感度分析が必要となり，その検出レベルは低いほど
好ましい。さらに，アフラトキシン類の汚染実態を広範に調査するためには，
分析法が一般の実験室で容易に実施できることも重要である。  
近年のアフラトキシン類の汚染調査では， Prado ら， Mushtaq らおよび
Yazdanpanah らは高速液体クロマトグラフ -蛍光検出器（HPLC-FL)を採用し
29)-31)，アフラトキシン類の汚染実態を報告している。一方，Spanjer らおよび
Wang らは高速液体クロマトグラフ-質量分析計（LC-MS）により，オクラトキ
シン A，ゼアラレノン，デオキシニバレノール，フモニシンおよび T-2 トキシ
ンといった他のカビ毒を同時に測定する一斉分析法による調査を実施している
32),33 )。いずれの方法においても検出オーダーは低くとも 0.01 ppb までで報告さ
れていることから，本研究では一般の実験室でも利用が可能で， ppt レベルの
11 
アフラトキシン類を検出可能な分析法の確立を試みた。著者は試験溶液の精製
前処理に抗原-抗体反応を利用した選択性の高いイムノアフィニティカラムを，
検出に LC-MS よりも汎用性の高い HPLC-FL を採用している食品検査に用いら
れる公定法 34)を基に，アフラトキシン類の高感度一斉分析法の検討を行った。 
畜産物では Galvano らが AFB1 の代謝産物の一つであるアフラトキシン M1
（AFM1）の乳での汚染を報告しており
12)，現在 AFM1 は食品安全委員会でリ
スク評価が進められている。一方，水産物では，AFB1 の代謝に関する研究にお
いて，Toled らがメダカで，Troxel らがゼブラフィッシュで，いずれもアフラト
キシコール（AFL）への変換を確認しており 13) ,14 )，Loveland らのニジマスの研
究では AFL だけでなく AFM1 を代謝産物として報告している
15)。そこで著者は，
乳や乳製品または畜水産物において，低レベルでの汚染の可能性が考えられる
AFM1 および AFL を，一般に食品，飼料などの主要汚染カビ毒である AFB1，
B2，G1 および G2 の 4 種類に加えて，測定対象とすることとした（Fig.1）。さら
に，本試験法は AFB1 の代謝産物を高感度に測定できることから，汚染実態調
査の用途としてだけでなく，代謝産物の測定にも利用できることを確認するた
めに，試験対象をニジマスの筋肉および肝臓とした。  
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アフラトキシン B1（AFB1）  
 
 
 
アフラトキシン B2（AFB2）  
 
 
 
アフラトキシン G1（AFG1）  
 
 
アフラトキシン G2（AFG2）  
 
 
 
アフラトキシン M1（AFM1）  
 
アフラトキシコール（AFL）  
 
Fig.1  測定対象物質  
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２）材料および方法  
 
(1) アフラトキシン類標準品および標準溶液ならびに試薬および器具  
①アフラトキシン類標準品および標準原液  
AFB1，B2，G1，G2 および AFL は各標準品をそれぞれアセトニトリルに溶
解し，10 μg/mL のアセトニトリル溶液を調製し，標準原液とした。AFM1 は
10 μg/mL のアセトニトリル溶液の状態で市販されているものを使用した。い
ずれも Sigma-Aldrich 社製のものを用いた。  
②アフラトキシン類混合標準溶液  
各アフラトキシン類 10 μg/mL アセトニトリル溶液を混合，希釈し，40 μg/L
のアセトニトリル-水（1:1 v/v）溶液を調製した。これを適宜アセトニトリル
-水（1:1 v/v）溶液で希釈し，0.04～2 μg/L のアフラトキシン類の混合標準溶
液を調製した。  
③試薬および器具  
高速液体クロマトグラフ（HPLC）の移動相に用いたアセトニトリルおよ
びメタノールは HPLC 用，抽出および精製に用いたアセトニトリルは残留農
薬試験用を使用した。その他，ガラス繊維ろ紙は Whatman934AH（ 11cm，
Whatman International Ltd. 社製），イムノアフィニティカラム（ IAC）は
AFLAKING（堀場製作所㈱製），合成樹脂（ポリプロピレン）バイアルは GL
サイエンス㈱製を使用した。また，リン酸緩衝生理食塩水（PBS 溶液）は
Sigma-Aldrich 社製の Phosphate Buffered Saline Tablet 1 錠を水 200 mL に加え，
溶解したものを用いた。  
 
(2) 試験に供試した検体  
体 重 お よ そ 10 ～ 20 g の 富 士 養 鱒 漁 業 協同 組 合 か ら 購 入 し たニ ジ マ ス
（Oncorhynchus mykiss）の筋肉と肝臓を複数匹から採取し，それぞれ必要量を
フードプロセッサーで磨細・混合して使用した。  
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(3) アフラトキシン類分析に用いた装置  
高速液体クロマトグラフ（HPLC）は島津製作所㈱製 LC-20AD シリーズ，ポ
ンプ，デガッサー，恒温槽，オートサンプラー，蛍光検出器（RF-10Axls）お
よびデータ処理装置から構成されるシステムを用いた。また，分析カラムと検
出 器 間 に AURA INDUSTRIES INC. 社 製 の フ ォ ト ケ ミ カ ル リ ア ク タ ー ；
Photochemical Reactor for Enhanced Detection（PHRED）を装着した。  
 
(4) アフラトキシン類分離分析の高速液体クロマトグラフ測定条件  
分析カラム；TSK gel ODS-100V（東ソー㈱製，内径 4.6 mm，長さ 15 cm，粒
子径  3 μm），カラム温度；40 ℃，移動相；水-メタノール-アセトニトリル（6:2:2 
v/v），流量；0.7 mL/min，測定；蛍光励起波長 365 nm，蛍光測定波長 450 nm
（AFB1，B2，G1，G2 および M1），蛍光励起波長 333 nm，蛍光測定波長 418 nm
（AFL）；注入量；30 μL 
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(5) 試験溶液の調製  
あらかじめフードプロセッサーで均質化したニジマスの筋肉または肝臓をブ
レンダーカップにそれぞれ 10 g 量り取り，アセトニトリル -水（9:1 v/v）30 mL
を加え，ワーリングブレンダーで 5 分間かくはん後，1,600 ×g で 5 分間遠心分
離した。得られた上澄み液を脱脂綿でろ過した後，アセトニトリル-水（9:1 v/v）
で 50 mL に定容したものを抽出液とした。この抽出液 10 mL を分取し，PBS 溶
液で 50 mL に定容後，ガラス繊維ろ紙（Whatman934AH）でろ過した。ろ液 40 mL
を，あらかじめ水 5 mL およびアセトニトリル 5 mL で洗浄し，水 10 mL および
PBS 溶液  10 mL で置換したイムノアフィニティカラム（ IAC）に負荷し，さら
に PBS 溶液  10 mL，水 10 mL の順で洗浄した。注射筒でカラム内の水分を押し
出し除去した後，アセトニトリル 3 mL により溶出した。得られた溶出液を窒
素ガス気流下で濃縮乾固した後，残留物をアセトニトリル-水（1:1 v/v）1 mL
を加えて超音波処理を行って溶解し，試験溶液とした（Fig.2）。得られた試験
溶液を合成樹脂（ポリプロピレン製）バイアルに充填し，HPLC 測定を実施し
た。  
なお，この試験に用いた検量線より算出される定量下限は，以下の式により
0.025 μg/kg となる。  
 
0.04 μg/L × 1 mL × 50 mL / 40 mL × 50 mL / 10 mL× 1 /  10 g ＝  0.025 μg/kg  
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 検体 10 g 
  アセトニトリル-水（9:1 v/v）30 mL 
 ホモジナイズ抽出 5 分間 
 
 遠心分離（1,600 ×g，5 分間） 
 
 上澄み 
 
 綿栓ろ過 
  アセトニトリル-水（9:1 v/v） 
 50 mL 定容 
 
 10 mL 分取 
  PBS 溶液 
 50 mL 定容 
 
 ろ過（Whatman934AH） 
 
 ろ液 40 mL 
 
 イムノアフィニティカラム（AFLAKING） 
  コンディショニング；水 5 mL，アセトニトリル 5 mL，水 10 mL 
および PBS 溶液 10 mL 
  洗浄；PBS 溶液 10 mL，水 10 mL 
  溶出；アセトニトリル 3 mL 
 溶出液 
  
 ＊ 
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 ＊ 
 
 窒素ガス気流下で濃縮乾固 
  アセトニトリル-水（1:1 v/v）1 mL 
 超音波処理 
  
 高速液体クロマトグラフ（HPLC）測定 
  
 
Fig.2 アフラトキシン類の高感度分析法の分析操作手順  
18 
３）アフラトキシン類の分析結果  
 
(1) アフラトキシン類分析のための高速液体クロマトグラフ測定条件の検討  
 ①アフラトキシン M1 およびアフラトキシコールの蛍光誘導体化の検討  
国内では，一般的に総アフラトキシンと呼ばれる AFB1，B2，G1，G2 を測
定する際，AFB1 および G1 の検出感度を上げるため，トリフルオロ酢酸（TFA）
による蛍光誘導体化や PHRED によるポストカラム蛍光誘導体化が用いられ
ている。そこで，これらの手法について AFM1 および AFL の適用の可否を検
証した。  
公定法に従って TFA による誘導体化操作を行ったところ，AFL はピークが
確認できなくなり，AFM1 は反応が完全に進まず，ピークが 2 本に分かれた
（Fig.3）。一方，PHRED による蛍光誘導体化では 6 種のアフラトキシン類全
てが単一ピークとして検出されたため，本法では PHRED による誘導体化を
選択した。  
 
 ②高速液体クロマトグラフ移動相条件の検討  
公定法の HPLC 条件では AFG2 と M1 が分離しないことから（Fig.4），本法
の測定対象である 6 種のアフラトキシン類が分離する条件を検討した。その
結果，公定法の移動相であるメタノール-水（4:6 v/v）を水-メタノール-ア
セトニトリル（6:2:2 v/v）に変更することにより，良好な分離が得られた。
また，AFL の蛍光検出条件は，Kusssak らの報告に準じ，測定波長を蛍光励
起波長；333 nm，蛍光測定波長；418 nm とした 35)。  
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Fig.3  AFM1 を公定法により TFA 誘導体化したものの  
高速液体クロマトグラム  
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Fig.4  公定法による 5 種類のアフラトキシン標準溶液の  
高速液体クロマトグラム  
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(2) 高速液体クロマトグラフ用バイアルへのアフラトキシン類の吸着および定
容溶媒によるピーク形状の変化の検討  
公定法に従い，イムノアフィニティカラム（ IAC）の溶出液を乾固した後に
溶解する溶媒の組成をアセトニトリル -水（1:9 v/v）としたところ，低濃度域
で検量線の直線性が悪く，時間の経過とともにアフラトキシン類の濃度が低下
した。これはガラス器具への吸着に起因するものと推察されたことから，アセ
トニトリル-水（1:9 v/v）で調製した約 0.02 μg/L のアフラトキシン類混合標準
溶液を，一般的なガラスバイアル，公定法で推奨されているシリル化処理後
20％アセトニトリル水溶液であらかじめ洗浄したバイアルおよび合成樹脂（ポ
リプロピレン製）バイアルにそれぞれ分注し，経時的に HPLC 測定を行い，減
衰を確認した。その結果，AFL を除く 5 物質でガラスバイアル，シリル化バイ
アルともに検出値の減少が認められ，減少の程度はガラスバイアルが最も著し
かった。一方，合成樹脂バイアルでは 6 物質ともに減少は認められず，安定し
た結果が得られたことから（Fig.5），本法では合成樹脂（ポリプロピレン製）
バイアルを使用することとした。  
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（a）  シラン処理を施したガラスバイアルを  
20％アセトニトリル溶液で洗浄したもの  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（b）  合成樹脂（ポリプロピレン製）バイアル  
 
Fig.5  バイアルの材質の違いによるアフラトキシン類  
（各 0.02 μg/L 溶液）の検出値の変化  
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そこで，この合成樹脂バイアルを採用し HPLC 測定を行ったところ，標準溶
液の注入再現性は改善されたが，AFB1 を含有するニジマスの筋肉を測定した際
に，最大 2 倍近くの注入変動が確認された。これは IAC の溶出液を乾固した後
に溶解する溶媒中の水の割合が高いため，残留物中の AFB1 が溶媒に完全に溶
解していないことによるものと考えられた。  
この溶媒中のアセトニトリルの割合を増やすと，残留物中のアフラトキシン
類が溶解しやすくなることが期待される一方で，クロマトグラム上でのアフラ
トキシン類のピーク形状がブロードになることが予想されることから，溶媒中
のアセトニトリルの割合と注入量の関係を調べた。その結果，アセトニトリル -
水（1:9 v/v）から（3:7 v/v）では 100 μL を注入してもピーク形状が良好であ
ったが，アセトニトリル -水（1:1 v/v）では 30 μL まで，アセトニトリル-水（9:1 
v/v）では 10 μL までの注入が可能であった（Table 1）。  
水の割合が多いとアフラトキシン類が完全に溶解しない恐れがあるため，
IAC の溶出液を乾固した後に溶解する溶媒の組成をアセトニトリル -水（ 1:1 
v/v），注入量 30 μL とし，ニジマスの筋肉を測定したところ，良好な再現性が
得られるようになった（Fig.6）。  
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Table 1  定容溶媒の組成によるアフラトキシン類のピーク形状  
 
定容溶媒の組成  
（アセトニトリル–水）  
注入量  (μL) ピーク形状  
6：4 10 幅広  
5：5 
50 幅広  
30 良好  
3：7 100 良好  
1：9 100 良好  
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Fig.6  アフラトキシン類標準溶液（0.02 μg/L，30 μL）の  
高速液体クロマトグラム例  
 
  （a）  定容溶媒組成；アセトニトリル–水（7:3 v/v）  
  （b）  定容溶媒組成；アセトニトリル–水（5:5 v/v）  
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(3) アフラトキシン類分析の前処理に用いたイムノアフィニティカラムの検討  
①アフラトキシコールのイムノアフィニティカラムへの保持の確認  
一般にアフラトキシン類の試験法では，公定法と同様に多機能カラムまた
は IAC による精製法が用いられるが，著者は選択性の優れた IAC による精製
法を採用し，市販品の中で耐溶媒性が高いといわれる Miyake らが開発した
AFLAKING（堀場製作所㈱製）36)を用いることにした。AFLAKING は今回の
試験対象物質のうち AFL への適用が確認されていないため，IAC への添加回
収試験を行った結果，アセトニトリル 3 mL により 100％溶出され，他のアフ
ラトキシン類と同様に適用できることが確認された（Table 2）。  
 
②イムノアフィニティカラム由来の妨害ピークの除去  
本法は，一般の食品などの検査に比べて低濃度のアフラトキシン類を分析
対象としているため，通常の分析法では問題にならないカラム由来の微量の
溶出物の存在が無視できなかった。カラムのブランク溶出液を測定したとこ
ろ，AFB1 の保持時間付近に痕跡程度のわずかなピークが確認された。IAC は
測定対象物質を抗体により補足する。その後，有機溶媒を通液することによ
り，抗体を変性させて測定対象物質を溶出させるため，一般的に有機溶媒に
よるプレカラム洗浄は行われない。しかしながら，川村は IAC が再利用でき
ること報告しており 37)，このことから溶出操作後の変性した抗体の再使用が
可能であると考えられた。そこで，あらかじめ IAC を使用前に溶出溶媒（ア
セトニトリル）で洗浄することにより，妨害成分を溶出させることにした。
すなわち，IAC を水 5 mL，アセトニトリル 5 mL の順に洗浄し，さらに水 10 
mL および PBS 溶液 10 mL の順に置換する操作を加えた。その結果，問題の
ピークは消失した（Fig.7）。  
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Table 2 アフラトキシン類の IAC における回収率  
  (%) 
測定対象物質  AFB1  AFB2  AFG1  AFG2  AFM1  AFL 
添加回収率  95 94 98 101 99 100 
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Fig.7  IAC の予備洗浄の有無によるクロマトグラムの違い  
（a）予備洗浄なし，（b）予備洗浄実施  
AFB1  
AFB1  
(a) 
(b) 
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(4) アフラトキシン類の検量線  
6 種のアフラトキシン類は，いずれも 0.04～2 μg/L の低濃度域から広範囲に
わたって γ＝0.9999 以上の良好な直線性が確認された（Fig.8）。  
 
 
 
  
  
Fig.8  アフラトキシン類の検量線  
(a) AFB1， (b) AFB2， (c)AFG1， (d)AFG2， (e)AFM1， (f)AFL 
(a) 
(e) 
(d) (c) 
(b) 
(f) 
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(5) アフラトキシン類の添加回収試験ならびに定量下限および検出限界  
あらかじめ各アフラトキシン類が含まれていないことを確認したニジマスの
筋肉および肝臓にそれぞれのアフラトキシン類の濃度が 0.05 μg/kg となるよう
に添加し，併行 7 回で繰り返し試験を行った（Fig.9 および 10）。  
添加回収率を Table 3 に示した。さらに，得られた測定結果の標準偏差から次
式に従って，検出限界（LOD）および定量下限（LOQ）を算出した 38)。その結
果を Table 4 に示した。  
 
LOD；2 × t（n-1，0.05）× 標準偏差  ＝  2 × 1.943 × 標準偏差  
LOQ；10 × 標準偏差  
t（n-1，0.05）；自由度 n-1 のときの危険率（片側）5％（繰り返し数 7 で試験
を行っているので，本試験の自由度は 6 になる）の t-分布表
の値（1.943）  
 
なお，本法において最も検出感度の劣る AFM1 について，一般的に定量下限
の指標となる S/N（シグナル/ノイズ比）＝10 となるのは約 0.02 μg/kg 相当で
あり，Table 4 の 0.017 μg/kg とほぼ同などのレベルであることが確認された。  
さらに，アフラトキシン類の濃度が 0.5 μg/kg となるように添加し，繰り返し
3 回で添加回収試験を行った結果，これについても Table 5 に示すように良好な
結果が得られた。  
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（a）  無添加区  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（b）  添加区（0.05 μg/kg）  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9  ニジマスの筋肉のクロマトグラム例  
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（c）  無添加区  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（d）  添加区（0.05 μg/kg）  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10  ニジマスの肝臓のクロマトグラム例  
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Table 3  ニジマスの筋肉および肝臓の添加回収率  
（0.05 μg/kg 添加，n=7）  
  AFB1  AFB2  AFG1 AFG2 AFM1 AFL 
筋肉  
平均  （%）  81.0 82.3 76.6 82.4 73.2 71.4 
標準偏差（%）  1.5 0.87 3.1 2.5 4.6 4.5 
肝臓  
平均  （%）  93.0 87.9 88.5 91.8 87.7 80.1 
標準偏差（%）  6.2 5.5 4.8 3.2 4.6 2.0 
 
 
Table 4  ニジマスの筋肉および肝臓の検出限界および定量下限  
 
  AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AFM1 AFL 
筋肉  
検出限界  
（μg/kg）  
0.003 0.002 0.005 0.004 0.007 0.006 
定量下限  
（μg/kg）  
0.007 0.004 0.012 0.011 0.017 0.017 
肝臓  
検出限界  
（μg/kg）  
0.012 0.010 0.009 0.006 0.008 0.004 
定量下限  
（μg/kg）  
0.029 0.024 0.022 0.015 0.021 0.008 
 
 
Table 5  ニジマスの筋肉および肝臓の添加回収率  
（0.5 μg/kg 添加，n=3）  
  AFB1  AFB2  AFG1 AFG2 AFM1 AFL 
筋肉  
平均  （%）  84.9 86.7 87.7 88.7 86.0 77.7 
標準偏差（%）  0.49 0.42 0.93 0.36 0.44 0.77 
肝臓  
平均（%）  98.3 97.5 101.6 98.3 96.7 83.7 
標準偏差（%）  0.41 0.99 0.37 0.92 1.0 1.7 
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４）考 察  
 
著者は，ニジマスの筋肉および肝臓を検体として，AFB1，B2，G1，G2，M1
および AFL の 6 種のアフラトキシン類について，検出限界 0.002～0.012 μg/kg
で一斉に測定することができる試験法を確立した。本法は，近年報告されてい
るアフラトキシン類を対象とした汚染調査の報告（ Prado ら，Mushtaq ら，
Yazdanpanah ら，Spanjer らおよび Wang ら） 29)-33)と比較して，より高感度にア
フラトキシン類を検出可能であるというだけでなく，AFB1 の主要代謝産物であ
る AFM1 および AFL を同時に測定することを可能とした新たな試験法である。
なお，Nomura らは AFB1 を添加した飼料をニジマスに給餌し，経時的にニジマ
スの筋肉および肝臓中の AFB1，AFM1 および AFL の濃度を調べ，経口摂取によ
る AFB1 の主要代謝産物が AFL であり，一部が AFM1 にも変換されていること
を報告している 39)。この研究において，ニジマス組織中の各アフラトキシン類
の含有濃度を著者の高感度分析法により測定していることから，本試験法のア
フラトキシン類の代謝産物測定への適用はすでに実証されている。著者が開発
した試験法はもともと食品を対象とする公定法であり，クロマトグラム上に検
出される妨害成分が多く，高マトリックスであるがゆえに添加回収率も悪くな
りがちな難サンプルである肝臓に適用できたことを考慮すると，食品，飼料な
どの微量汚染調査や，家畜や魚類を対象とした代謝産物研究など，様々な事案
への活用が期待される。  
さらに，アフラトキシン類を低レベルで測定する検討の過程において，著者
はこれまで報告されていない水の割合が多い溶媒中でのアフラトキシン類のガ
ラスへの吸着，イムノアフィニティカラムに由来するわずかな測定妨害成分の
溶出，AFL のイムノアフィニティカラムへの保持を確認し，諸問題への対応策
を示した。これらの知見は，アフラトキシン類の高感度検出に関する有用な情
報を明らかにしたものといえる。  
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第３章  
 
 
 
とうもろこし含有飼料および飼料原料を汚染する  
トリコテセン系カビ毒 7 種類の系統分析法の開発および汚染実態調査  
34 
１）緒 言  
 
デオキシニバレノール（DON）は小麦などの穀類を汚染することが知られて
いる Fusarium 属のカビが産生するカビ毒である。Tanaka や Morozumi らの調査
によれば，DON の主要汚染作物は大麦，小麦，麦芽，えん麦，ライ麦，オーツ
麦といった麦類であるが，とうもろこしにおいても少なくない数の汚染が確認
されている 17),18 )。Yoshizawa は吐き気，嘔吐，下痢，腹痛，めまい，発熱など
の症状を伴う赤カビ中毒事例として，1940 年代から 1960 年代の国内での麦類
や米による中毒例や，1960 年から 1991 年にかけての中国やインドにおける麦
類やとうもろこしを原因とした大規模中毒例を報告している 10)。また，Koiwa
は乳牛のカビ毒中毒を疑う症例の中には赤カビ中毒に特徴的な症状である免疫
能の低下や低体重が認められ，実際にカビ毒中毒が疑われた牛群に給餌された
飼料の 13%が DON の許容基準を超えていたと報告している 40)。このように赤
カビ中毒は古くから認知され，被害事例が数多く報告されていることから，多
くの国で食品や飼料に対して DON の規制がされている。  
JECFA では 2001 年に DON の暫定耐容一日摂取量（PMTDI）を 1 μg/kg 体重
/日とした。また，赤カビ汚染は DON と同様のトリコテセン共通骨格を有する
3-アセチルデオキシニバレノール（3AcDON），15-アセチルデオキシニバレノ
ール（15AcDON），DON-3-グルコシド，T-2 トキシン（T-2），HT-2 トキシン
（HT-2），ニバレノール（NIV），フザレノン -X（4-acetyl-nivalenol，FUX）な
どの他のフザリウムカビ毒の複合汚染を生じるリスクが高いことが知られてお
り，JECFA では，2010 年に主要なフザリウム類の汚染カビ毒を DON，3AcDON
および 15AcDON として，これらの暫定耐容一日摂取量（グループ TDI）を  
1 μg/kg 体重/日に設定した 21)。  
とうもろこしは飼料の主要原料であることから，食品のみならず飼料におい
ても，DON の汚染は重要な危害リスクといえる。近年，石油の代替エネルギー
として注目されるバイオエタノールの生産が増加しており，このバイオエタノ
ール製造時の副産物である Distiller's Dried Grains with Solubles（とうもろこし
蒸留かす；DDGS）が飼料に配合されるようになった。Kim らは 2008 年にとう
もろこし胚芽の約 2 倍の高タンパク質の特性を持つ DDGS の存在について報告
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しているが 19)，その 3 年後には Zhang らが 2 つの工場で生産された DDGS とそ
の原料のとうもろこしの DON 汚染量を比較し，DDGS では DON が約 3 倍程度
濃縮していることを報告しており 20)，DDGS に代表されるとうもろこし加工副
産物の普及に伴い，これらとうもろこし加工副産物の DON 汚染に対する懸念
が増大している。しかしながら，これまでとうもろこし加工副産物のカビ毒汚
染については，Zhang らが DDGS について DON，アフラトキシン，ゼアラレノ
ンおよびフモニシンの汚染を調査した報告があるだけで 20),22 )，コーンスターチ
製造時の副産物であるコーングルテンフィードおよびコーングルテンミールに
ついて，DON および複合汚染が危惧されるアセチル誘導体の汚染量を調査した
報告はない。  
そこで，著者は国内で入手した DDGS，コーングルテンフィードおよびコー
ングルテンミールの各種とうもろこし加工副産物ならびにこれらを配合した飼
料について，DON およびそのアセチル誘導体である 3AcDON および 15AcDON
ならびに T-2，HT-2，NIV および FUX の計 7 種のトリコテセン類（Fig.11）の
系統分析法の確立を試み，その確立した方法により収集試料のモニタリングを
実施した。  
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デオキシニバレノール（DON）  
 
 
ニバレノール（NIV）  
 
 
 
 
 
3-アセチルデオキシニバレノール  
（3AcDON）  
 
15-アセチルデオキシニバレノール  
（15AcDON）  
 
 
フザレノン-X（FUX）  
 
 
 
 
 
R = COCH3；T-2 トキシン（T-2）  
R = H；HT-2 トキシン（HT-2）  
 
Fig.11  測定対象物質  
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２）材料および方法  
 
(1) トリコテセン類標準品，標準溶液および試薬  
DON 標準品ならびに FUX，3AcDON および 15AcDON の 100 μg/mL アセトニ
トリル溶液は和光純薬㈱社製，T-2 および HT-2 標準品は Sigma-Aldrich 社製，
NIV 標準品は Biopure 社製を用いた。  
アセトニトリルにより 3AcDON および 15AcDON の 100 μg/mL アセトニトリ
ル溶液をそれぞれ 10 μg/mL に希釈した。これらを混合し，水 -アセトニトリル
-メタノール（18:1:1 v/v）により 1 μg/mL 混合溶液を調製した。これを適宜水
-アセトニトリル-メタノール（18:1:1 v/v）により希釈し，0.005～0.5 μg/mL の
検量線用の混合標準溶液を調製した。  
DON 標準品は精秤後，アセトニトリルに溶解し，200 μg/mL 標準原液を調製
した。これと同様に，T-2，HT-2 および NIV 標準品はメタノールに溶解し，100 
μg/mL 標準原液を調製した。これらの標準原液および FUX の 100 μg/mL アセ
トニトリル溶液を混合し，水-アセトニトリル-メタノール（18:1:1 v/v）により
希釈し，10 μg/mL 混合溶液を調製した。さらに，これを適宜水-アセトニトリ
ル-メタノール（18:1:1 v/v）により希釈し，0.025～0.5 μg/mL の検量線用の混
合標準溶液を調製した。  
抽出に用いたアセトニトリル（残留農薬試験・PCB 試験用）および酢酸アン
モニウム（特級）は関東化学工業㈱社製を用いた。その他の用途で使用したア
セトニトリルおよびメタノールは和光純薬㈱社製の HPLC 用を使用した。28 %
アンモニア水（特級）は小宗化学㈱社製，多機能カラム MultiSep 227 は Romer 
Labs （Union，MO，USA）社製を用いた。  
 
(2) 試験に供試した検体  
著者は，2010 年 9 月から 2011 年 2 月の間に国内で入手した DDGS 27 検体，
コーングルテンフィード 39 検体，コーングルテンミール 36 検体，配合飼料 30
検体を試験に供した。  
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(3) トリコテセン類分析に用いた装置  
3AcDON および 15AcDON の測定に用いた高速液体クロマトグラフ-タンデム
型質量分析計（LC-MS/MS）はアジレントテクノロジー社製 1100 series LC 
system および AB サイエックス社製 API-4000 から構成されているものを用いた。
また，その他のトリコテセン類（DON，NIV，T-2，HT-2 および FUX）の測定
に用いた高速液体クロマトグラフ -質量分析計（LC-MS）はアジレントテクノ
ロジー社製 1100 series LC system および G1956B MSD から構成されているもの
を用いた。いずれも HPLC カラムは ZORBAX Eclipse XDB-C18（3.0 mm i.d. × 
250 mm，5 μm）を使用した。LC-MS/MS および LC-MS の操作条件を Table 6
～9 に示した。  
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Table 6  LC-MS/MS測定条件  
Column temperature 40 °C  
Flow rate 0 .4 m L/mi n  
Mobile phase A = w at e r，  B  =  ace t on i t r i l e  
A: B  （%）  =  0  mi n  （9 5 : 5）→1 5 mi n（5 : 95） 
 →2 5 min  
Injection volume 10  μ L 
Ionization Atmospheric pressure chemical ionization （APCI） 
Vaporizer temperature  350°C 
Nebulizer gas N2，50 psig 
Nebulizer current -2 μA 
Declustering potential  -65 V 
Collision gas  N2 
 
 
 
 
 
Table 7 MRM（Multiple reaction monitoring）条件  
Analyte Precursor ion Product ion 
Collision 
energy 
Polarity 
3AcDON m/z 337 m/z 307 -10 eV negative 
15AcDON m/z 337 m/z 150 -30 eV negative 
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Table 8  LC-MS 測定条件  
Column temperature 40 °C  
Flow rate 0 . 5  m L/m in  
Mobile phase 
A =  10  m M ammo ni um ace t a t e， B  =  m et h an o l  
A: B  （%） =  0  min  （80 :2 0）→ 15  mi n（0 :1 00） 
→2 0 m in  
Injection volume 5  μ L 
Ionization Atmospheric pressure chemical ionization （APCI） 
Fragmenter Voltage  120 V for HT-2，100 V for others  
Nebulizer gas N2（55 psig）  
Drying gas  N2（7.0 L/min，350°C）  
Vcap Voltage  1500 V 
 
 
 
 
Table 9  SIM（Selected ion monitoring）条件  
Analyte 
Monitored ion 
（m/z）  
Polarity 
Corona needle current 
（μA）  
DON 355 negative 15.0 
NIV 371 negative 15.0 
T-2 484 positive 4.0 
HT-2 442 positive 4.0 
FUX 
355 positive 4.0 
413 negative 15.0 
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(4) トリコテセン類分析用試験溶液の調製  
あらかじめ均一に調製した検体 25 g を遠沈管に量りとり，アセトニトリル -
水（21:4 v/v）100 mL を加え，60 分間振とうした後，1,000 ×g で 5 分間遠心分
離した。得られた上澄みを多機能カラム（MultiSep 227）により精製した。多
機能カラムの溶出液のうち，最初の 1.5 mL を捨て，その後の 1.5～ 3 mL を
3AcDON および 15AcDON の分析に，3～6 mL の溶出液を他のトリコテセン類
の測定に用いた（それぞれ｢AcDON 画分｣および｢他のトリコテセン画分｣とい
う）。  
AcDON 画分の 1 mL または他のトリコテセン画分の 2 mL を試験管に分取し，
45 ℃に加温し，窒素ガス下で乾固した。得られた残留物を，AcDON 画分は 0.5 
mL，他のトリコテセン画分は 1 mL の水-アセトニトリル -メタノール（ 18:1:1 
v/v）に溶解した。この試験溶液を AcDON 画分は LC-MS/MS，他のトリコテセ
ン画分は LC-MS により測定した（Fig.12）。試験溶液中の各トリコテセン類濃
度は，得られたピーク面積と検量線により算出した。また，試験溶液から得ら
れた応答値が検量線範囲を超えた場合は，必要に応じて希釈を行った。  
なお，本法の定量下限は，あらかじめ各物質について S/N（シグナル /ノイズ
比）が 10 以上となる濃度を確認した上で，3AcDON，15AcDON を 0.01 mg/kg，
その他のトリコテセン類を 0.05 mg/kg に設定した。  
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 検体 25 g 
  アセトニトリル -水（21:4 v/v）100 mL 
 振とう 60 分間  
 
 遠心分離（1,000 ×g，5 分間）  
 
 上澄み  
 
 多機能カラム（Multi Sep 227) 
   
 溶出液  
  1.5～3 mL；アセチルデオキシニバレノール画分 a) 
  3～6 mL；その他のトリコテセン類画分 b) 
 
 
a)アセチルデオキシニバレノール画分  
  
 溶出液 1 mL  
   
 濃縮乾固（窒素ガス， 45℃）  
 
 残留物  
  水-アセトニトリル -メタノール（18:1:1 v/v）0.5 mL 
 高速液体クロマトグラフ -タンデム型質量分析計（ LC-MS/MS）測定 
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b)その他のトリコテセン類画分  
 
 溶出液 2 mL  
   
 濃縮乾固（窒素ガス， 45℃）  
 
 残留物  
  水-アセトニトリル -メタノール（18:1:1 v/v）1 mL 
 高速液体クロマトグラフ -質量分析計（LC-MS）測定  
 
 
Fig.12 トリコテセン類系統分析法の分析操作手順  
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３）結 果  
 
(1) デオキシニバレノールによる抽出時間の検討  
DDGS はバイオエタノール製造時の副産物であるが，DDGS の生産には発酵
工程が存在するため，低分子の有機化合物が多量に含まれ，抽出液の pH は酸
性に傾く。このように，とうもろこし加工副産物は，一般的な穀類とは抽出液
の液性や夾雑物量が異なるため，DON を指標とし，抽出時間による分析値の変
化を調べた。  
コーングルテンフィード，コーングルテンミール，DDGS および配合飼料に
ついて，100mL のアセトニトリル -水（21:4 v/v）を加え， 30， 60 および 90 分
間振とう抽出を行った後，それぞれの抽出液について DON 濃度を調べた。そ
の結果，30 分間で大半の DON は抽出され， 60 分以降 DON の濃度は増加しな
かったことから，抽出時間は 60 分間が適すると判断し，以降の実験を行った
（Table 10）。  
 
 
 
 
 
Table 10  抽出時間による DON 濃度  
 
抽出時間
（min）  
DON 濃度（mg/kg）  
コーングルテ
ンフィード  
コーングル
テンミール  
DDGS 配合飼料   
30 3.9 0.64 2.9 0.46 
60 4.1 0.65 2.9 0.47 
90 4.2 0.65 2.9 0.47 
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(2) トリコテセン類分析のための高速液体クロマトグラフ -質量分析計（LC- 
MS）および高速液体クロマトグラフ -タンデム型質量分析計（LC-MS/MS）測
定条件の検討  
LC-MS の測定条件は飼料分析法・解説 2009 41)（日本科学飼料協会，p.231
～235，2010）収載の｢トリコテセン類の液体クロマトグラフ質量分析計による
同時分析法（分析対象成分 DON，NIV および T-2）｣に準じた。メタノール/酢
酸アンモニウム溶液の移動相により，DON，NIV および T-2 の測定が可能であ
った。さらに，HT-2 はアンモニア付加イオン，FUX は水素または酢酸付加イ
オンを選択することにより，両物質ともに良好な検出を実現することができた
（Fig.13）。  
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Fig.13  コーングルテンミールの SIM（Selected ion monitoring）クロマトグラム  
(a) DON，(b) NIV，(c) T-2，(d) HT-2 ，(e) FUX （各 0.5 mg/kg 添加） 
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しかしながら， 3AcDON と 15AcDON は分子量が等しく，LC-MS 測定では，
いずれからも水素付加（m/z 339），アンモニウム付加（m/z 356）および酢酸付
加（m/z 397）イオンが検出され，m/z にもとづく区別が困難なであった。さら
に，両者の保持時間も近接していることから，他のトリコテセン類と同様の条
件では両者のピークを分離できなかった。移動相の有機溶媒をメタノールから
アセトニトリルに変更したところ，3AcDON と 15AcDON の分離が改善された。
また，移動相に酢酸アンモニウムを添加しない系では 15AcDON の感度が上昇
することが確認された。さらに，LC-MS/MS を用いて，m/z 337 のイオンから
生成する両者に特徴的なプロダクトイオン（ 3AcDON；m/z 337>307，15AcDON；
m/z 337>150）を選択することにより，お互いにほとんど影響を与えない良好
な分離を確立することができた（Fig.14 および 15）。  
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Fig.14  m/z 337 のプロダクトイオンスキャンスペクトル  
(a) 3AcDON， (b)15AcDON（各 0.05 μg/mL）  
（a）  
（b）  
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Fig.15  コーングルテンミールの SRM（Selected reaction monitoring）  
クロマトグラム  
(a) 3AcDON， (b) 15AcDON（0.5 mg/kg 添加）  
（a）  
（b）  
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(3) トリコテセン類分析用前処理カラムの回収率の確認  
トリコテセン類の分析について， Sulyok らや Beltrán らは抽出液を直接
LC-MS/MS により測定するシンプルな分析法を報告しているが 42),43 )，本研究
の試験対象である DDGS は低分子の有機化合物を多量に含むため，LC-MS 測
定における妨害ピークの未分離，イオン化阻害の恐れが考えられた。そこで著
者は飼料分析法に準じて 41)，抽出液を多機能カラム（MultiSep 227）により精
製する手法を選択した。  
各トリコテセン 0.25 μg/mL のアセトニトリル-水（21:4 v/v）溶液を MultiSep 
227 多機能カラムに注入し，1 mL 毎にフラクションを分画し，そのうちの各 0.5 
mL を分取した。この溶液を 45 ℃に加温し，窒素ガス下で乾固した後，残留物
を水-アセトニトリル-メタノール（18:1:1 v/v）0.5 mL に溶解した。これらの
溶液を DON のアセチル誘導体は LC-MS/MS，他のトリコテセン類は LC-MS
により測定し，回収率を確認した（Table 11）。  
多機能カラムは測定妨害成分を充填剤で補足し，目的物質は素通しされるた
め，理論上では，これらのトリコテセン類の溶出液の回収率は 100％となる。
しかしながら，実際には NIV が遅れて溶出している事象が確認された。これは
NIV が他のトリコテセン類よりも，構造中に極性基である水酸基を多く持つた
めと考えられた。そこで DON のアセチル誘導体やその他のトリコテセン類を
分別測定するため，多機能カラムの溶出液を 1.5～3 mL と 3～6 mL までの 2 つ
のフラクションに分別し，前者を LC-MS/MS による DON のアセチル誘導体の
測定に，後者を LC-MS による他のトリコテセン類の分析に用いることにした。  
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Table 11  多機能カラムによるアフラトキシン類の添加回収率  
 
溶出画分  
（mL）  
添加回収率（%）  
DON NIV T-2 HT-2 FUX 3AcDON 15AcDON 
0-1  37   4  64  57  56  34  71 
1-2  85  37 100  97  98  71 107 
2-3 100  80  99  93  99  84 111 
3-4  99  94  99  95  99  97  95 
4-5  92  98 102  99 103  86  75 
5-6 104 102 112 104 110 106 105 
6-7 104 104 106 104 107  91  94 
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(4) トリコテセン類の検量線  
DON のアセチル誘導体は 0.005～0.5 μg/mL，他のトリコテセン類は 0.025～
0.5 μg/mL の範囲で検量線を作成した。全ての検量線の相関係数は 0.999 以上の
良好な直線性を示した（Fig.16）。  
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Fig.16  LC-MS による各トリコテセン類の検量線例  
(a)DON，(b)NIV， (c)T-2， (d)HT-2， (e)FUX， (f)3AcDON，(g)15AcDON 
(g) 
y=8414.8x+14.41 
r=0.9998 
y=28003x-113.6 
r=0.9997 
(f) 
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(5) トリコテセン類の添加回収試験  
トリコテセン類に汚染されていないコーングルテンミールを選び，0.5 mg/kg
となるように DON を添加して 7 回の繰り返し試験を実施した。その結果，得
られた回収率は全て 70～115％の範囲内に収まり，相対標準偏差（RSD％）は
10％未満となり，本試験は良好な回収率と再現性を有していることが示された
（Table 12）。  
 
 
 
 
 
 
 
Table 12  コーングルテンミールの添加回収率（0.5 mg/kg，n=7) 
 DON NIV T-2 HT-2 FUX 3AcDON 15AcDON 
平均  (%) 95.9 76.6 111.4 115.0 101.8 109.0 95.2 
標準偏差  1.6 2.6 1.8 3.2 3.3 9.3 8.2 
相対標準
偏差  (%) 
1.7 3.3 1.7 2.8 3.2 8.5 8.6 
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(6) 本法によるとうもろこし加工副産物および配合飼料の測定結果  
著者が開発した方法で，DDGS 27 検体，コーングルテンフィード 39 検体，
コーングルテンミール 36 検体，配合飼料 30 検体を測定した結果，主要汚染カ
ビ毒は DON，3AcDON および 15AcDON であった（Table 13～16）。27 検体全て
の DDGS で DON が 0.12～ 6.2 mg/kg の範囲で検出され， 3AcDON および
15AcDON も 26 検体でそれぞれ 0.02～0.12 mg/kg，0.10～2.1 mg/kg の範囲で検
出された。さらに，全てのコーングルテンフィードで DON（0.73～12 mg/kg）
および 15AcDON（0.04～1.6 mg/kg）が検出された。一方，3AcDON は 39 検体
のうちの 27 検体で 0.01～0.04 mg/kg と，低いレベルの汚染であった。コーン
グルテンミールは他のとうもろこし加工副産物よりもトリコテセン類の汚染頻
度が低く，DON は 36 検体のうち 24 検体で（0.05～0.64 mg/kg）， 15AcDON は
36 検体中 20 検体で（0.01～0.18 mg/kg）検出され，3AcDON は全ての検体から
検出されなかった。また，全ての配合飼料から DON が 0.15～1.2 mg/kg の範囲
で検出され，15AcDON も一つを除いて全てから 0.03～0.29 mg/kg の範囲で検
出された。しかしながら，3AcDON は 1 検体から 0.01 mg/kg 検出されたのみで
あった。  
全体的に 3AcDON が検出された検体からは，さらに多量の 15AcDON が，
15AcDON が検出された検体からは，さらに多量の DON が検出される傾向が確
認された。  
そのほかにはコーングルテンフィード 3 検体から NIV が 2.2～7.5 mg/kg 検出
された。さらにコーングルテンミール 2 検体から T-2 が 0.05 および 0.06 mg/kg，
DDGS 1 検体およびコーングルテンフィード 6 検体から HT-2 が 0.06～0.11 
mg/kg 検出された。  
 
 59 
Table 13  DDGS のトリコテセン類汚染濃度  
測定対象物質  検出数  
検出濃度範囲
（mg/kg）  
検出値の平均  
（mg/k g）  
DON 27 0.12-6.2 3.29 
NIV 0 －  －  
T-2 0 －  －  
HT-2 1 0.09 0.09 
FUX 0 －  －  
3AcDON 26 0.02～0.12 0.06 
15AcDON 26 0.10～2.1 0.78 
 
 
Table 14  コーングルテンフィードのトリコテセン類汚染濃度  
測定対象物質  検出数  
検出濃度範囲
（mg/kg）  
検出値の平均  
（mg/k g）  
DON 39 0.73～12 2.83 
NIV 3 2.2～7.5 4.36 
T-2 0 －  －  
HT-2 6 0.06～0.11 0.08 
FUX 0 －  －  
3AcDON 27 0.01～0.04 0.01 
15AcDON 39 0.04～1.6 0.58 
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Table 15  コーングルテンミールのトリコテセン類汚染濃度  
測定対象物質  検出数  
検出濃度範囲
（mg/kg）  
検出値の平均  
（mg/k g）  
DON 24 0.05～0.64 0.23 
NIV 0 －  －  
T-2 2 0.05，0.06 0.05 
HT-2 0 －  －  
FUX 0 －  －  
3AcDON 0 －  －  
15AcDON 20 0.01～0.18 0.04 
 
 
Table 16  配合飼料のトリコテセン類汚染濃度  
測定対象物質  検出数  
検出濃度範囲
（mg/kg）  
検出値の平均  
（mg/k g）  
D O N  30  0 . 15～1 . 2  0 . 49  
N IV  0  －  －  
T-2 0  －  －  
HT-2 0  －  －  
FU X  0  －  －  
3 A c D O N  1  0 . 01  0 . 01  
1 5 A c D O N  29  0 . 03～0 . 29  0 . 11  
 61 
４）考 察  
著者は，とうもろこし加工副産物を対象とした LC-MS および LC-MS/MS に
よる 7 種のトリコテセン類（DON，3AcDON，15AcDON，T-2，HT-2，NIV お
よび FUX）の系統分析法を確立した。これまでトリコテセン類の一斉分析や汚
染調査の報告例は多数あるものの，とうもろこし加工副産物については Zhang
らが DDGS の DON 汚染量を調査した一連の研究があるのみで 20),22 )，アセチル
誘導体を含み，かつ DDGS のみならずコーングルテンフィードやコーングルテ
ンミールを対象とした調査は報告されていないことから，トリコテセン類の飼
料汚染を調査するための有用な分析法を確立することができたといえる。  
さらに，この開発した方法により DDGS 27 検体，コーングルテンフィード
39 検体，コーングルテンミール 36 検体，とうもろこし加工副産物を含む配合
飼料 30 検体についてモニタリング調査を行った。Zhang らの報告では，2009
年 8 月から 2011 年 1 月までの計 8 回，8 箇所の工場で生産された DDGS につい
て調査を行い，DON が 0.3～12.3 mg/kg の範囲で検出されている 20)。一方，著
者は，Zhang らとほぼ同時期の 2010 年 9 月から 2011 年 2 月の間に国内で収集
した DDGS について調査を実施し，Zhang らの報告 20)とほぼ同レベルの 0.12～
6.2 mg/kg の結果を得た。さらに本研究では，DDGS のみならずコーングルテン
フィード，コーングルテンミールおよび配合飼料について，DON を含む 7 種の
トリコテセン類の汚染実態を示した。結果として，とうもろこし由来の飼料原
料やそれらを含む配合飼料が広くトリコテセン類に汚染されており，その主要
汚染物質は DON とそのアセチル誘導体であること，その汚染量の傾向が DON
＞15AcDON＞3AcDON であることを確認した。  
国内において，飼料の DON の基準値は，生後 3 か月以上の牛用配合飼料が  
4 mg/kg，その他の蓄種用の配合飼料が 1 mg/kg と設定されているが，著者が
収集した配合飼料 30 検体では，2 検体がわずかに 1 mg/kg を上回っていたのみ
であった。DDGS などの飼料原料の DON 濃度が最大 12 mg/kg と DON の基準
値を大きく超えるものであったことを考慮すると，配合飼料にこれらのとうも
ろこし加工副産物を加える際には，あらかじめ原料中の DON の含量を把握し
た上で，飼料製品が規制値を超えないように配合する必要があると考えられた。
また， JECFA では DON の PMTDI を，毒性が DON とほぼ匹敵する 3 および
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15AcDON との暫定耐容一日摂取量（グループ TDI）として設定している 21)が，
著者が利用した飼料中には DON に対してアセチル誘導体が数％～50％以上含
まれており，それぞれの飼料について 3AcDON および 15AcDON の含量を DON
の含量と合算したところ，1 mg/kg を超えるものが 6 検体となったことから，
飼料においても DON だけでなく，そのアセチル誘導体を含めたリスク管理の
必要性が示唆された。  
本研究により得られたとうもろこし加工副産物のモニタリング結果は，これ
まで明らかにされていない DON のアセチル誘導体汚染やその汚染傾向が示さ
れており，トリコテセン類の暴露リスク評価や汚染機構解明に関しての活用が
見込まれる。  
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第４章  
 
 
 
とうもろこし含有飼料および飼料原料への  
デオキシニバレノール定量用免疫化学分析キットの応用  
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1）緒 言  
 
Ichinohe は小麦の出稲から成熟期の冷夏多雨の異常気象が赤カビ病と深く関
わりがあることを指摘しており，圃場に残された稲切り株に着生したカビの胞
子が飛散し，赤カビ病の発生源になるとも述べている 3)。また，Sunaga は麦類
の赤カビ病防除について，収穫後の適切な乾燥調整の実施について取り組むべ
きとしている 4)。このように赤カビ病汚染は農作物の生育時の気候だけでなく，
圃場の管理，収穫後の調製から保管までの様々な要因に汚染濃度が左右される
ことから，継続的な監視が必要となる。そのため，近年ではデオキシニバレノ
ール（DON）の高濃度汚染が憂慮されるとうもろこし加工副産物およびそれら
を配合した飼料に対する迅速なモニタリング検査の重要性が高まっている。
Kolosova がイムノクロマトキットの試験操作にかかる時間を 10 分以内と述べ
ているように 44)，マイコトキシン測定用のキットは，操作が簡便で，短時間で
結果が確認できる上に，ガスクロマトグラフ（GC），高速液体クロマトグラフ
（HPLC）または高速液体クロマトグラフ -質量分析計（LC-MS）といった高価
な分析機器を必要としないことから，厚生労働省では厚生労働省医薬食品局食
品安全部監視安全課長通知平成 23 年食安監発 0816 第７号（2011）“トウモロコ
シ中の総アフラトキシンの試験法について ”により，とうもろこしの輸入検査に
キットが利用できることを通知し 45)，農林水産省では麦類のデオキシニバレノ
ール・ニバレノール汚染低減のための指針（2012）の中で，麦類の試し刈りや
荷受け時に，キットにより DON 濃度を確認することで，効果的な選別や乾燥
調製の実施が可能になると推奨している 7)。このようにマイコトキシン測定用
のキットは，実験室を離れた現場で広く利用されるようになっている。Lupo ら
は，Neogen 社製の Veratox DON キットが小麦，とうもろこし，大麦および米対
して良好な正確さおよび再現性を有することを報告している 23)が，この報告に
示されているように，市販の DON 検出キットは主に小麦などの穀類や小麦粉
のような簡易な加工品，配合飼料を対象としており，Distiller's Dried Grains with 
Solubles（とうもろこし蒸留かす；DDGS）などのとうもろこし加工副産物に対
する適用は保障されていない。適用対象が限られていることが，キットの汎用
性の妨げになっていることは明らかで，これらのキットがとうもろこし加工副
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産物にも応用が可能となれば，GC や HPLC などの高価な分析機器を保有して
いない圃場や飼料工場などでもさらに活用が進むものと考えられる。そこで
著者は，市販の 2 種類のイムノクロマトキット（ "Immno-1"および "Immno-2"）
および 3 種類のエライザキット（ "ELISA-1"， "ELISA-2"および "ELISA-3"）に
ついて，とうもろこし加工副産物に対する DON の定量への応用を検証するこ
とにした。  
これらの定量キットは，メーカー毎に抽出時間などの前処理操作がそれぞれ
異なっている。さらに，利便性を目的としているため，抽出時間が最長で 3 分
間といずれのキットも短いが，アセトニトリルなどの有機溶媒に溶解しやすい
DON は十分に抽出されない恐れが考えられた。また，DDGS は発酵試料である
ため，抽出溶媒が酸性に傾くことから，DON 抗体が失活するリスクも想定され
た。そこで著者は，抽出時間の延長，抽出溶媒の中和などを検証し，各キット
共通の抽出手順の構築を試みた。  
Ruprich らは，R-Biopharm 社製の RIDASCREEN DON キットが DON-3-グル
コシドと高い交差反応性を有することを報告しており 46)，Tangni らは DON 検
査用キット 4 製品について，10 種類のフザリウム毒素の DON との交差反応性
を調査し，各毒素の交差反応性は全てのキットで 3-アセチルデオキシニバレノ
ール（ 3AcDON）が，一部のキットで 15-アセチルデオキシニバレノール
（15AcDON）およびフザレノン -X（4-acetyl-nivalenol，FUX）が高いと評価し
ている 25)。このように，抗原-抗体反応に基づくカビ毒用検査キットは，各キ
ットが採用している抗体に応じて抗原と類似した構造を誤認し，カビ毒ごとに
異なった割合で偽陽性を示すことが知られているが，とうもろこし加工副産物
および配合飼料は DON のみならずそのアセチル誘導体などにも汚染されてい
ることから，DON 検出キットによるとうもろこし加工副産物の測定は過定量と
なる可能性が考えられる。そこで著者は，第 3 章で収集したとうもろこし加工
副産物および配合飼料について，各トリコテセン類の含有濃度と各キットの交
差反応性から DON の定量値への影響を算出し，トリコテセン類の含有量が低
い検体を用いて各キットの適用性を検証した。  
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２）材料および方法  
(1) トリコテセン類標準品および試薬  
エライザ測定に使用する標準溶液は各キットに付属しているものを使用した。 
一方，後述のキットの交差反応性を確認するための標準溶液は，以下のとお
り調製した。DON の標準品ならびに FUX および 15AcDON の 100 μg/mL アセ
トニトリル溶液は和光純薬株式会社製，T-2 トキシン（T-2）および HT-2 トキ
シン（HT-2）の標準品はシグマ・アルドリッチ製，ニバレノール（NIV の標準
品および 3AcDON の 100 μg/mL アセトニトリル溶液は Biopure 社製を用いた。
DON の標準品を精秤後，アセトニトリルに溶解し 200 μg/mL の標準原液を調製
した。NIV，T-2 および HT-2 標準品は同様にして，100 μg/mL 標準原液をメタ
ノールにより調製した。これらのアセトニトリルまたはメタノール溶液をそれ
ぞれ 10 μg/mL に希釈し，この希釈液 1 mL を窒素気流下で乾固した後，水 50 mL
に溶解し，各 0.2 μg/mL 水溶液を調製した。また，アセトニトリル，メタノー
ル（HPLC 用）および水酸化カリウムは和光純薬株式会社製を用いた。  
 
(2) 試験に供試したキット  
市 販 さ れ て い る 2 種 類 の イ ム ノ ク ロ マ ト キ ッ ト （ "Immno-1" お よ び
"Immno-2"）および 3 種類のエライザキット（ "ELISA-1"， "ELISA-2"および
"ELISA-3"）を使用した。  
 
(3) 試験に供試した検体  
第 3 章の研究で収集した DDGS，コーングルテンフィード，コーングルテン
ミールおよび配合飼料を使用した。  
 
(4) 高速液体クロマトグラフ-質量分析計（LC-MS）によるデオキシニバレノー
ルの測定  
検体中の DON 濃度の測定は，第 3 章で実施した試験法によった。具体的に
は，検体から水とアセトニトリルの混液を用いて DON を抽出し，得られた抽
出液を多機能カラム MultiSep 227（Romer Labs，USA）を通した後，LC-MS に
より測定した。  
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(5) サンプルの前処理および測定  
あらかじめ均質化した検体 10 g を三角フラスコに量りとり，水 50 mL を加え
20 分間激しく振とうした。その後，抽出液を 6,000 ×g で 5 分間遠心分離し，
得られた上澄み液を 30％水酸化カリウム溶液により中和した。この液について，
それぞれのキットの手順に従い測定を行った。  
 
(6) デオキシニバレノールと他の 6 種のトリコテセン類の交差反応性の確認  
キット測定における DON 抗体の他の 6 種のトリコテセン類との交差反応性
は，これら 7 種のトリコテセン類の 0.2 μg/ml 水溶液を 5 種類の各キットで測
定することにより評価した。  
得られた結果について，DON 含量に対するそのアセチル誘導体（AcDONs）
の影響（％）を以下の計算式により算出した。  
DON 含量に対する AcDONs の影響（％）＝〔（検体中の 3AcDON の濃度  × 
3AcDON の交差反応性  ＋  検体中の 15AcDON の濃度  × 15AcDON の交差反応
性）/ 検体中の DON の濃度〕× 100 
 
(7) 共通抽出手順によるキット測定の検証  
本研究では，真度と精度（再現性）によりキットを検証した。  
真度はトリコテセン類が含まれていないコーングルテンミールに DON を  
4 mg/kg となるよう添加したものについて，各キットで 7 回の繰り返し分析を
行った。精度については 1 mg/kg（国内における食品や飼料の DON の基準値相
当）および 4 mg/kg（キット測定における定量上限付近）の濃度になるよう調
製した DDGS，コーングルテンミール，コーングルテンフィード，配合飼料に
ついて 7 回の繰り返し分析を行った。  
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３）結 果  
 
(1) 高速液体クロマトグラフ-質量分析計（LC-MS）およびキットによる測定値
の比較  
とうもろこし加工副産物は低分子化合物を多く含み，抽出液は酸性を示すた
め，キットの抗体を不活化し，抗原 -抗体反応を阻害する恐れがある。また，測
定対象物質である DON そのものも低分子の化学物質であるため，一般的に
DON 抗原との間で夾雑物質との競合反応が生じる事態も考えられる。これらの
ケースは，結果として実際の DON の含有量よりも高い測定値を示すことにな
る。一方，本研究に供したキットの手順では，抽出時間が 30 秒から 3 分間であ
が，いずれも短時間のため DON を十分に抽出できず，低い結果を示す可能性
も考えられた。  
そこで著者は，DDGS，コーングルテンフィード，コーングルテンミールお
よび配合飼料について，各キットの操作手順に従い試験した DON の測定値と，
LC-MS により分析した DON の測定値を比較した。その結果， Immuno-2，
ELISA-1 および ELISA-2 の各キットにおいて，得られた測定値と機器分析値と
の比が 70～120％の範囲から外れた（Table 17）。そのため，次に抽出条件を検
討することとした。  
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Table 17  キットと LC-MS による測定値の比較  
 
検体  
キットの測定値に対する LC-MS の測定値の比（%）  
Immuno-1 Immuno-2 ELISA-1 ELISA-2 ELISA-3 
コーングルテン
フィード  
83 127 137 65 104 
コーングルテン
ミール  
71 112 42 93 81 
DDGS 92 175 97 93 99 
配合飼料  81 148 77 141 80 
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(2) デオキシニバレノールの抽出溶媒および抽出時間の評価  
供試したキットの中には抽出液が低 pH の場合，水酸化ナトリウムまたは水
酸化カリウム溶液による中和や，抽出溶媒として水の代わりに 1％炭酸水素ナ
トリウム溶液の使用を推奨しているものがある。そこで，コーングルテンミー
ルについて，水または 1％炭酸水素ナトリウム溶液で抽出を行い，それぞれの
抽出液について LC-MS により DON 濃度を測定した。その結果，水と 1％の炭
酸水素ナトリウム溶液の抽出による DON 濃度の明確な差は確認されなかった
（Table 18）。  
しかしながら，炭酸水素ナトリウム溶液による抽出液は濁り，この濁りは遠
心分離やろ過により取り除くことができなかった。そのため著者は，抽出溶媒
として水を選択し，抽出液を 6000 ×g で遠心分離した後，30％水酸化カリウム
溶液で中和することにした。この中和操作は，パスツールピペットにより 30％
水酸化カリウム溶液を 2，3 滴添加するだけのものであり，操作の簡便性を考慮
して選択した。  
さらに，振とう時間を 1，3，5，10，20，30 および 60 分とし，各抽出液を多
機能カラム（MultiSep 227）により精製した液を LC-MS で測定することにより，
DON の抽出量の変化を調べた（Table 19）。その結果，各キットで定められてい
る 30 秒から 3 分間の振とう時間では抽出が十分ではないことが判明した。また，
最も DON の抽出効率が悪いコーングルテンミールにおいて，20 分の抽出時間
で LC-MS の測定値に対して 80％以上の値が得られ，その後はほとんど増加し
なかったことから，抽出時間は 20 分とした。  
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Table 18  2 種類の抽出溶媒の比較  
抽出溶媒  DON 濃度（mg/kg）  
水  0.49 
1％炭酸水素ナトリウム溶液  0.50 
 
 
 
Table 19  抽出時間による DON 濃度  
 
抽出時間（min） 
キットの測定値に対する LC-MS の測定値の比（%）  
配合飼料  DDGS 
コーングルテ
ンフィード  
コーングル
テンミール  
1 80 86 90 29 
3 95 96 95 49 
5 89 100 97 75 
10 95 103 97 75 
20 91 110 95 81 
30 82 93 95 87 
60 91 93 90 83 
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(3) デオキシニバレノール検出におけるアセチルデオキシニバレノールの影響  
抗原-抗体反応を用いるキットでは，目的物質と類似した構造の物質を目的物
質と誤認してしまうリスクが知られている。第 3 章において検査対象とされた
とうもろこし加工副産物の大半には複数のトリコテセン類が含まれており，特
に 15AcDON を多量に含有していた。そこで，各キットについて，DON および
その他の 6 種のトリコテセン類の 0.2 μg/ml 水溶液を測定し，交差反応性を調
査した。  
Table 20 に示したように，全てのキットで 3AcDON について 95～225％の高
い交差反応性が確認された。また，2 種類のキット（ Immuno-2 および ELISA-2）
では，15AcDON の交差反応性も確認された。残りの 4 種類のカビ毒に関しては
交差反応性が認められない，あるいは交差反応性がわずかに確認されたのみで
あった。  
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Table 20  各キットの交差反応性  
測定対象
物質  
各トリコテセン類の DON としての検出値（%）  
Immuno-1 Immuno-2 ELISA-1 ELISA-2 ELISA-3 
DON 115 105 120 110 105 
NIV <5 <5 <5 <5 <5 
T-2 <5 <5 <5 <5 <5 
HT-2 <5 10 <5 <5 <5 
FUX <5 <5 <5 <5 <5 
3AcDON 125 95 200 225 130 
15AcDON <5 40 <5 15 <5 
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次に，各キットを用いてとうもろこし加工副産物および配合飼料中の DON
を測定する際に，他の 6 種のトリコテセン類が DON 測定値に与える影響を，
収集したとうもろこし加工副産物および配合飼料のモニタリング結果と各キッ
トの交差反応性から，DON 含量に対する AcDON の影響（％）として計算した
（ Table 21）。この影響は， 15AcDON と交差反応性が認められないキット
（ Immuno-1 ならびに ELISA-1 および 3）ではいずれも 10％以下であったが，
15AcDON と交差反応性を有するキット（特に Immuno-2）では最大 25％と算出
された。以上の結果を考慮して，キットの検証に用いる検体は，DON の測定値
に影響を与えないものを選択した。  
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(4) とうもろこし加工副産物および配合飼料に対する各キットの適用性の確認  
①デオキシニバレノール測定における各キットの真度  
真度については 7 回併行で測定した結果から，平均回収率，標準偏差，
相対標準偏差（RSD）を算出した（Table 22）。その結果，全てのキットの
回収率は 80～120％の範囲に収まり，各キットの測定値は正確であること
が示された。  
なお，本測定に用いた検体は前章で収集した試料を使用した。これらの
試料は，数点のコーングルテンミールを除き，全てトリコテセン類に汚染
されていたことから，本測定ではトリコテセン類を含まないコーングルテ
ンミール（AcDON は 0.01 mg/kg 未満，他のトリコテセン類は 0.05 mg/kg
未満）を選んで試験に用いた。  
 
 
 
 
 
Table 22  DON の添加回収率（コーングルテンミール）  
 Immuno-1 Immuno-2 ELISA-1 ELISA-2 ELISA-3 
平均（%）  112.9 91.8  90.7 94.6 95.7  
範囲（%）  105-118 83-100 83-103 88-100 88-105 
標準偏差  5.5 6.1  7.6  3.9 6.1  
相対標準偏差（%）  4.9 6.6  8.4  4.2  6.3  
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②デオキシニバレノール測定における各キットの精度（再現性）  
精度（再現性）は，個々のキットについて 7 回の併行測定で得られた結
果から算出した RSD により評価した。  
その結果，イムノクロマトキットの RSD は 2.6～10.7％（ Immuno-1）お
よび 2.9～10.4％（ Immuno-2），エライザキットは 3.1～11.3％（ELISA-1），
1.3～8.4％（ELISA-2）および 5.5～9.2％（ELISA-3）であった（Table 23
～27）。これらの結果から，改良抽出法の導入により，各キットはいずれも
良好な精度（再現性）を示したと判断された。しかしながら， Immuno-1
の DDGS の 0.97 mg/kg 濃度区では，設定値の 70％未満の結果を示し，精
度の点で問題が認められた。  
検体は設定濃度付近，または可能な限り低レベルで DON のみが含まれ
ているものを選択し，後者を用いる場合は設定濃度付近の濃度になるよう
に DON を添加して試験に使用した。また，この際には DON のみならず他
の 6 種のトリコテセン類の含有量を考慮して，交差反応性による影響の最
も少ないと考えられる検体を選択した。なお，一つの検体では一連の測定
を行うのに十分な量が入手できなかったため，キットにより使用した検体
が異なっていることから，設定濃度が各キットで異なっている。  
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Table 23  Immuno-1 キットの再現性（n＝7）  
 
Table 24  Immuno-2 キットの再現性（n＝7）  
 
コーングルテ
ンフィード  
コーングル
テンミール  
DDGS 配合飼料  
設定濃度  
（mg/kg）  
1.2 4.5 1.0 4.0 0.97 4.3 0.97 4.5 
1 0.64 3.9 0.95 4.6 0.30 3.8 0.66 4.4 
2 0.70 4.1 0.90 4.2 0.29 3.8 0.72 4.3 
3 0.73 3.7 0.90 4.2 0.24 4.0 0.64 4.3 
4 0.67 3.4 0.93 4.7 0.34 3.9 0.67 4.4 
5 0.68 3.5 0.92 4.6 0.30 4.2 0.74 4.3 
6 0.71 3.3 0.89 4.7 0.27 4.0 0.72 4.6 
7 0.74 3.4 0.86 4.6 0.28 3.8 0.73 4.5 
平均  0.70  3.61  0.91  4.51  0.29  3.93  0.70  4.40  
標準偏差  0.04  0.30  0.03  0.22  0.03  0.15  0.04  0.12  
相対標準偏差
（%）  
5.0  8.2  3.2  4.9  10.7  3.8  5.7  2.6  
 
コーングルテ
ンフィード  
コーングル
テンミール  
DDGS 配合飼料  
設定濃度  
（mg/kg）   
1.2 4.5 1.0 4.0 0.97 4.3 0.97 4.5 
1 1.4 4.9 1.2 3.3 0.93 5.2 0.95 4.3 
2 1.5 5.1 1.0 3.9 1.2 5.1 1.1 4.3 
3 1.3 5.2 1.1 3.6 0.97 5.2 0.92 4.7 
4 1.5 5.5 1.0 3.8 1.1 5.2 0.97 4.3 
5 1.5 5.0 1.1 4.0 1.0 5.1 0.95 4.0 
6 1.4 5.0 1.0 3.6 1.0 4.8 1.0 4.4 
7 1.3  5.0 1.0 3.5 1.2 5.2 0.95 4.1 
平均  1.41  5.10  1.06  3.67  1.06  5.11  0.98  4.30  
標準偏差  0.09  0.20  0.08  0.24  0.11  0.15  0.06  0.22  
相対標準偏差
（%）  
6.4  3.9  7.4  6.6  10.4  2.9  6.1  5.2  
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Table 25  ELISA-1 キットの再現性（n＝7）  
 
Table 26  ELISA-2 キットの再現性（n＝7）  
 
コーングルテ
ンフィード  
コーングル
テンミール  
DDGS 配合飼料  
設定濃度  
（mg/kg）   
1.2 4.5 1.0 4.0 0.97 4.2 1.1 4.5 
1 1.4 4.4 1.2 3.9 1.2 4.5 1.3 4.5 
2 1.4 4.1 1.1 3.5 1.1 4.4 1.1 4.4 
3 1.3 4.2 1.0 3.8 1.2 4.5 1.3 4.7 
4 1.3 4.1 1.0 4.1 1.1 5.3 1.1 4.5 
5 1.3 4.4 1.1 3.4 1.1 4.4 1.0 4.5 
6 1.4 4.1 1.1 3.4 1.1 4.3 1.1 4.8 
7 1.2 4.5 0.99 3.3 1.1 4.6 0.99 4.5 
平均  1.33  4.26  1.07  3.63  1.13  4.57  1.13  4.56  
標準偏差  0.08  0.17  0.08  0.30  0.05  0.34  0.13  0.14  
相対標準偏差
（%）  
5.7  4.0  7.2  8.4  4.3  7.3  11.3  3.1  
 
コーングルテ
ンフィード  
コーングル
テンミール  
DDGS 配合飼料  
設定濃度  
（mg/kg）    
1.2 4.5 1.0 4.0 0.97 4.6 1.1 4.5 
1 1.3 4.1 1.0 3.8 0.92 3.8 1.3 4.0 
2 1.3 4.0 0.97 3.8 0.98 4.0 1.2 4.5 
3 1.2 3.8 1.0 4.0 0.98 4.2 1.3 4.9 
4 1.2 4.3 1.0 3.8 0.98 4.4 1.3 4.5 
5 1.1 4.3 0.98 3.9 1.0 4.4 1.3 4.5 
6 1.2 4.5 0.98 3.7 0.96 4.3 1.2 4.9 
7 1.2 3.5 0.98 3.5 1.0 4.4 1.4 4.5 
平均  1.21  4.07  0.99  3.79  0.97  4.21  1.29  4.54  
標準偏差  0.07  0.34  0.01  0.16  0.03  0.23  0.07  0.30  
相対標準偏差
（%）  
5.7  8.4  1.3  4.2  2.8  5.6  5.4  6.7  
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Table 27  ELISA-3 キットの再現性（n＝7）  
 
 
 
 
 
 
 
コーングルテ
ンフィード  
コーングル
テンミール  
DDGS 配合飼料  
設定濃度  
（mg/kg）   
1.2 4.5 1.0 4.0 0.97 4.2 1.1 4.5 
1 1.3 4.1 1.0 3.8 0.92 3.8 1.3 4.0 
2 1.3 4.0 0.97 3.8 0.98 4.0 1.2 4.5 
3 1.2 3.8 1.0 4.0 0.98 4.2 1.3 4.9 
4 1.2 4.3 1.0 3.8 0.98 4.4 1.3 4.5 
5 1.1 4.3 0.98 3.9 1.0 4.4 1.3 4.5 
6 1.2 4.5 0.98 3.7 0.96 4.3 1.2 4.9 
7 1.2 3.5 0.98 3.5 1.0 4.4 1.4 4.5 
平均  1.21  4.07  0.99  3.79  0.97  4.21  1.29  4.54  
標準偏差  0.07  0.34  0.01  0.16  0.03  0.23  0.07  0.30  
相対標準偏差
（%）  
5.7  8.4  1.3  4.2  2.8  5.6  5.4  6.7  
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４）考 察  
 
著者は，市販の 2 種類のイムノクロマトキットと 3 種類のエライザキットに
ついて，とうもろこし加工副産物への適用性を評価した。キットが定めるマニ
ュアルに従いこれらの検体を測定したところ，3 種類のキットで一部の検体に
おける機器分析値との比が 70～120％の範囲から大きく外れ，明らかに不正確
な値が導かれた。この原因としては，抽出時間が短いため抽出が不十分である
こと，抗原-抗体反応が阻害されていることなどが考えられた。そこで，キット
の抽出操作について，抽出時間を長くする，抽出液を中和・遠心分離するとい
った改良を施した共通手順を構築した。この改良手順に従い，コーングルテン
ミールについて添加回収試験を行ったところ，全てのキットで回収率が 80～
120％の範囲に収まった。さらに，各とうもろこし副産物を対象とした繰り返し
試験では測定値の相対標準偏差が最大で 11.3％となり，機器分析値と相関した
結果が得られた。Sugita らはアフラトキシン B1 検出キットの妥当性試験の研究
において，繰り返し再現性が 23.3％以下でスクリーニング法として妥当である
と評価しており 24)，厚生労働省通知〔 “トウモロコシ中の総アフラトキシンの
試験法について ”平成 23 年食安監発第 0816 第 7 号（2011）〕でも併行精度 25％
未満のキットをとうもろこし中の総アフラトキシンの陰性判定に使用が可能と
している 45)。したがって，本研究に供した各キットは，著者の抽出法改良手順
を導入することにより，精度（回収率）および真度（繰り返し性）ともに良好
な結果を示し，メーカーが分析対象としていないとうもろこし加工副産物に適
用可能であることが明らかとなった。これらのキットは市販品であるがゆえに
各社適用試料が限定されており，抽出手順の改良によるキットの適用試料拡大
に関する取り組みは，試験室を離れた農作物の圃場や飼料工場などの現場での
各キットのさらなる活用を促進するこれまでに類のない新たな研究といえる。 
なお，精度の確認において，イムノクロマトキットのうちの一つが，DDGS
の 0.97 mg/kg 設定区で DON の濃度を過小に評価したことから，イムノクロマ
トテストキットは，特定のサンプルと濃度帯により偏った結果を提供するかも
しれないことが示唆された。また，著者が収集したほとんどのとうもろこし加
工副産物が複数のトリコテセン類に汚染されていたことから，定量キットによ
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る DON の測定は，交差反応性により実際の DON 汚染量よりも高い分析値を示
すことが予想された。そこで，著者は 5 種類のキットについて，それぞれのト
リコテセン類に対する交差反応性と各検体のトリコテセン類濃度から，DON の
測定値に与える影響を算出した。その結果，DON を過定量する割合は，最大で
イムノクロマトキットが 25.0％，エライザキットが 12.8％と計算され，いずれ
のキットでも DON と 15AcDON 間に交差反応性を有するキットが，結果に与え
る影響が大きいという傾向を示した。したがって，とうもろこし加工副産物に
DON 検出キットを用いる場合は，あらかじめ複数の濃度帯で正確性を検証する
こと，15AcDON に交差反応性を示すキットを利用する場合は 15AcDON による
過定量に配慮することが必要と考えられた。  
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総合考察  
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世界各国で食品，飼料などについて広く規制されており，我が国においても
食品安全委員会で評価が実施されているアフラトキシン類 16)および DON47)は，
カビ毒の検査ニーズの大半を占める主要カビ毒といえる。著者は，この 2 種類
のカビ毒群について試験法の観点から一連の研究を行った。  
アフラトキシンの類縁体は IRAC でグループ１（発がん性がある）または 2A
（おそらく発がん性がある）と評価されており，遺伝毒性を有する発癌物質群
であることから，無毒性量（NOAEL）を設定できないため，Sugita は各食品の
汚染実態調査の結果および摂取量調査から暴露マージンを算出して総アフラト
キシンのリスク評価を行っている 48)。そのため，汚染量を低い濃度まで確認で
きるほど，リスク評価の精度が向上することになる。著者は，農作物の主要汚
染物質である AFB1，B2，G1 および G2 と，最も毒性の強い B1 の代謝産物のう
ち，Galvano らが乳中で最大 23.5 ng/L 検出したと報告している AFM1
12)および
Toledo ら，Troxel らおよび Loveland らがメダカ，ゼブラフィッシュ，ニジマス
といった魚類の AFB1 の代謝産物として報告している AFL
13) -15 )を測定対象物質
とした。結果として AFB1 およびその主要代謝産物の高感度分析法となること
から，本法が臓器中の代謝産物の測定にも適用できることを確認するため，検
体をアフラトキシン類に対して感受性が高いニジマスの筋肉および肝臓とした。
近年のアフラトキシン類の汚染調査では，他のカビ毒も同時に測定する LC-MS
による一斉分析法と，測定対象をアフラトキシン B1，B2，G1 および G2 の 4 物
質に限定した HPLC 法が使い分けられている。一斉分析法では Wang らがアフ
ラトキシン類 4 種，オクラトキシン A，DON，ゼアラレノン，フモニシン B1
および T-2 の同時分析法をアフラトキシン類の LOD（検出限界）0.01 ng/g で
33)，Spanjer らがアフラトキシン類 4 種，オクラトキシン A，DON，ゼアラレノ
ンほか 35 種類ものカビ毒のスクリーニング法をアフラトキシン類の LOQ（定
量下限）を 1 ng/g として報告している 32）。一方，HPLC 法では Prado らが緑茶
やセンナなど 8 種類の乾燥抽出物についてアフラトキシン類の LOQ を 1.0 ng/g
と 29)，Mushtaq らが 125 種類の調理済み食品についてアフラトキシン類の LOD
を 0.01～0.02 ng/g と 30)，Yazdanpanah らが米，パン，コーンスナック，小麦粉
および落花生についてアフラトキシン類の LOD を 0.01 ng/g と 31)それぞれ報告
している。いずれの報告においてもアフラトキシン類の測定対象は AFB1，B2，
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G1 および G2 の 4 種類で，検出限界は低くとも 0.01 ng/g（ppb）である。著者
は測定対象を AFB1，B2，G1 および G2 に加え AFM1 および AFL の 6 種類とし，
食品の公定法をアレンジすることにより，一般の試験室でも容易に実施可能で，
既報の汚染調査よりも高感度にアフラトキシン類を検出できる分析法を確立し，
筋肉および肝臓で 80％以上の良好な添加回収率を得た。  
DON を含むトリコテセン類の系統分析については，古くはトリコテセン類の
誘導体化物を，Kamimura，Valle ら，Krska らがガスクロマトグラフ-電子捕獲
型検出器（GC-ECD）を用いる方法で 49)-51)，Schollenberger ら，Rodríguez らが
ガスクロマトグラフ-質量分析計（GC-MS）を用いる方法で報告している 52),53 )。
また，高速液体クロマトグラフ -質量分析計（LC-MS）が汎用化されるのにと
もない，近年では Spanjer ら，Tanaka ら，Valle ら，Aoyama ら，Chen ら，Lindblad
ら，Uhlig ら，Wang らが，LC-MS によりトリコテセン類を他のカビ毒とともに
測定する方法を報告している 32),33 ) ,54)-59)。Krska らは，GC-ECD や GC-MS によ
る測定法は，試験室内の分析値の標準偏差が 16％を越え，ばらつきが大きいと
報告していることから 51)，著者は測定機器として LC-MS を採用し，トリコテ
セン類の複合汚染が危惧される Fusarium 属が産生するカビ毒のうち，DON な
らびに JECFA により毒性が DON に匹敵すると評価されている 3 および
15AcDON を含む共通のトリコテセン骨格を有するカビ毒 7 種類 21)を測定対象
とした。これらのトリコテセン類を最適条件で測定するため，飼料分析法 41)
を基にし，多機能カラムの溶出液を 2 つの画分に分け，一方を LC-MS/MS に
よる 3AcDON および 15AcDON の測定，他方を LC-MS による他の 5 種のトリ
コテセン類の測定に用いることにより，3AcDON および 15AcDON は 0.01 mg/kg，
他のトリコテセン類は 0.05 mg/kg が十分に測定可能な試験法を構築すること
ができた。DON が含まれていないコーングルテンミールを用いた添加回収試験
において，トリコテセン類 7 種はいずれも良好な回収率（70～120％）と再現性
（RSD 10％以内）が得られた。トリコテセン類の汚染調査に関する研究は多数
あるものの，とうもろこし加工副産物を対象とした報告は Zhang らが DDGS 中
の DON 汚染を調査した一連の研究しかなく 20) ,22 )，測定対象物質に DON のア
セチル誘導体を含み，DDGS のみならず，コーングルテンフィード，コーング
ルテンミールを測定対象とした報告は存在しないことから，本研究ではトリコ
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テセン類の飼料汚染を調査するための有用な方法を確立したと評価できる。ま
た，DDGS は発酵試料であるため，一般に DON や他のトリコテセン類の測定対
象である小麦などの穀物や飼料などと比べて，低分子の有機化合物を多く含む
難分析試料であり，これらの検体に十分適用できたことから，著者の試験法は
とうもろこし加工副産物のみならず，様々な検体への適用が期待される。  
さらに，著者は近年 DON の高濃度汚染が危惧されている飼料原料の DDGS，
コーングルテンフィードおよびコーングルテンミールならびにそれらを配合し
た飼料計 131 検体についてトリコテセン類の汚染実態を調べた。その結果，こ
れらの検体の主要汚染カビ毒は DON，3AcDON および 15AcDON で，それらの
汚染濃度はいずれも DON＞15AcDON＞3AcDON の傾向を有することを明らか
にした。先に述べたとおり，とうもろこし加工副産物について DON のアセチ
ル誘導体を測定対象物質とし，コーングルテンフィード，コーングルテンミー
ルを調査した例はなく，著者はとうもろこし加工副産物について，トリコテセ
ン類の汚染実態に関する貴重なデータを得ることができた。  
大半の検体が高濃度の DON に汚染されているとうもろこし加工副産物の管
理には，圃場や飼料工場などの現場での検査，測定機会の増加，測定期間の短
縮，試験コストの低減といった要求が生じることから，GC や HPLC などによ
る高精度の機器分析だけでなく，抗原-抗体反応を利用したキットによるスクリ
ーニング測定を実施する機会が増えることになる。スクリーニング用といえど
も測定値が示されること，国内で市販されているキットはとうもろこし加工副
産物に対する適用が保障されていないことから，5 種類の市販 DON 測定用定量
キットについて，とうもろこし加工副産物への適用性の評価を目的として実験
を行った。各キットのマニュアルに従い測定を行ったところ，3 種類のキット
で機器分析値と大きく乖離するデータが得られた。そこで，その手順の抽出時
間を延長し，得られた抽出液について遠心分離，中和操作を加えることにした。
この改良抽出法により，各種とうもろこし副産物について性能評価を行ったと
ころ，いずれのキットも精度・真度ともに良好な結果が得られた。これらの定
量キットは，市販品であるがゆえに適用対象，抽出操作，交差反応性などが異
なるため，複数のキットを対象とした研究報告例は少なく，5 種類のキット製
品について，総アフラトシキンの判定への適用を調査した Sugita らの研究 24)
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と，DON 検査用キット 4 製品について，10 種類のフザリウム毒素の DON との
交差反応性を評価した Tangni らの報告しかない 25)。したがって，著者の抽出
改良法を行うことにより，どのキットを使用しても抽出不足や抗体の変性を回
避し，とうもろこし加工副産物に適用できるという新たな知見を得ることがで
きたといえる。  
Tangni らは 4 種類の DON 検出キットについて，10 種類のカビ毒の DON との
交差反応性を調べ，DON と交差反応性を示すカビ毒はキットにより異なること，
いずれのキットも 3AcDON との交差反応性が高いことを報告している 25)。この
ように免疫化学反応を利用したキットは，抗体によってそれぞれ異なるカビ毒
を DON と誤認する恐れがあることから，各キットについて DON と複合汚染を
生じる可能性が考えられる 6 種のトリコテセン類（3AcDON，15AcDON，T-2，
HT-2，NIV および FUX）の交差反応性を調べた。さらに，収集したとうもろこ
し加工副産物および配合飼料について，モニタリングした各トリコテセン類の
汚染量を考慮して，個々の検体およびキットの組み合わせによる過定量の度合
いを計算した。得られた結果から，交差反応性による DON 測定値に与える影
響がほとんど認められない検体を選択し，改良抽出法による各キットの性能評
価を行った。なお，他のトリコテセン類の汚染により，キットによる DON の
測定値は最大で 25％の過定量になると算出された。各検体中の汚染濃度と各キ
ットの交差反応性から実際のサンプルのキット測定値に与える影響を示した著
者の研究は，これまでに報告されていない貴重な知見といえる。  
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著者は，カビ毒のうち食品または飼料への汚染が最も憂慮されるアフラトキ
シン類およびトリコテセン類について，一斉または系統分析法を確立した。特
にアフラトキシン類の分析法は，最も発がん性，急性毒性が強いアフラトキシ
ン B1 の主要代謝産物を含む高感度分析で，食品の公定法をアレンジしたもので
あることから，一般の試験室で比較的容易に実施が可能で，食品や飼料の汚染
実態調査や動物試料の代謝産物研究など様々な用途に利用できるオールマイテ
ィな分析法としての活用が期待される。また，とうもろこし加工副産物がデオ
キシニバレノールにより高濃度に汚染されていることを踏まえ，とうもろこし
加工副産物に適用が望まれる市販のデオキシニバレノール測定キットについて，
抽出工程を改良することにより適用が拡大できることを検証した。さらに，と
うもろこし加工副産物について 7 種のトリコテセン類の汚染実態を調査し，デ
オキシニバレノールおよびそのアセチル誘導体が主要汚染カビ毒であること，
飼料中のアセチルデオキシニバレノール汚染に対する配慮が現状では十分でな
いことを明らかとした。  
現在，食品安全委員会では，飼料中のアフラトキシン B1 および食品中のアフ
ラトキシン M1 のリスク評価が進められており，アフラトキシン B1 および M1
を高感度に測定できる著者の試験法を活用する機会が増えることが想定される。
また，食品安全委員会ですでに取りまとめられているデオキシニバレノールの
評価では，DON の類縁体の汚染実態に関するデータが足りないことを課題の一
つに挙げていることから 47)，本研究で得られたとうもろこし加工副産物におけ
るトリコテセン類の汚染データは，DON のリスク評価に関して有用な情報を提
供するものといえる。  
これら著者の主要カビ毒に関する分析手法および汚染実態に関する新たな知
見は，食品や飼料などのカビ毒汚染の実態解明およびリスク管理に貢献するも
のと考えられた。  
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